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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
腎糸球体メサンギウム細胞は、収縮能・増殖能・細胞外基質産生能などを有しているが、糖尿病性腎
症などの病的状態では、その機能変異が生じることが知られている。Endothelin－1（ET－1）などの血管
収縮物質は、メサンギウム細胞を収縮させると共に、同細胞の増殖刺激作用・プロスタグランディン産
生促進作用・細胞外基質産生増加作用をも有することが知られており、生理的及び病的状態において同
細胞機能を修飾していると考えられる。しかし、メサンギウム細胞に対する血管収縮物質の作用機序の
詳細は必ずしも明らかでない。そこで、血管収縮物質の作用機序を明確にする目的で、近年細胞内情報
伝達系における重要性が提唱されているmitogen－aCtivatedprotein（MAP）キナーゼカスケードとET－
1との関係を検討した。
［方　法］
SD系雄性ラットより単離した糸球体を培養し、メサンギウム細胞を得た。Confluentの細胞を、0．4％
fetalbovine serum（FBS）を含む培養液にて72時間婚置し、実験に供した。
1．メサンギウム細胞におけるMAPキナーゼ、MAPキナーゼキナーゼ（MAPKキナーゼ）の存在を、
それぞれの特異抗体を用いたimmunoblotにて検討した。
2．メサンギウム細胞をET－1等で刺激した後、MAPキナーゼ及びMAPKキナーゼの活性を測定した。
MAPキナーゼ活性は、myelinbasicprotein（MBP）を基質として活性を湘定するinvitro kinase
法、及びMBPを含んだSDS－ポリアクリルゲルで電気泳動後、キナーゼを再構築し、キナーゼの活性
と分子量を同時に測定するingelkinase法　の2種の方法で検討した。
MAPKキナーゼ活性は、細胞質分画をDEAEセルロースクロマトグラフィーで部分精製し、合成
MAPキナーゼの活性化で検討した。合成MAPキナーゼの活性化は、上述したingelkinase法で測定
した。
［結　果］
1．培養ラットメサンギウム細胞におけるMAPキナーゼ、MAPKキナーゼの存在
Immunoblotにより分子量44、42kI）のMAPキナーゼに相当するバンドを認めた。
各々は、eXtraCellularTSignalregulatedkinase（ERK）1、及びERK2に相当すると考えられた。ま
たMAPKキナーゼの一種であるMAP kinase or ERK kinase（MEK）の抗体を用いたimmunOblot
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により45kDのMEKに相当するバンドを確認した。
2．培養ラットメサンギウム細胞におけるMAPキナーゼ活性
In vitro kinase法で測定したMAPキナーゼ活性は、ET－1刺激後10分でピークに達し30分で基礎値
に復した。ET－1のMAPキナーゼ活性化作用は濃度依存性であり、10nMでピーク、ED，。は約5nMで
あった。また、ingelkinase法では、ET－1刺激により44、42kDのMAPキナーゼの活性化を認め、in
vitro kinase法と同様のtime courseと濃度依存性を示した。また他の血管収縮物質であるAVPや、
成長因子であるinsulin－1ikegrowth factorLlやFBSも、ET－1と同様に44、42kDのMAPキナーゼを活
性化した。
3．培養ラットメサンギウム細胞におけるMAPKキナーゼ活性
MAPKキナ～ゼ活性はDEAEセルロース非吸着分画に、MAPキナーゼ活性は吸着分画に分離でき
た。MAPKキナーゼはMAPキナーゼと同様、ET－1刺激後10分に最大の活性の上昇を示し、その活性
は、ET－1の濃度依存性に増加した。
［考　察］
培養ラットメサンギウム細胞に、MAPキナーゼカスケードを構成するキナーゼが存在すること、血
管収縮物質であるET－1がMAPキナーゼカスケードを活性化することが明らかになった。さらに、in ge
lkinase法の結果から、ET－1により活性化されるMAPキナーゼは主にERKl及びERK2であると考えら
れた。MAPキナーゼカスケードは、細胞増殖のみならず、プロスタグラディン産生、細胞の収縮、形
態の変化等に関与していると報告されており、ET－1等の血管収縮物質がこれらのキナーゼを活性化し、
メサンギウム細胞の機能を調節していることが示唆された。一方、申請者は、すでに、ET－1の細胞増殖
作用等に桔抗することが知られている血管弛緩物質の心房性ナトリウム利尿ペプチドが、培養ラットメ
サンギウム細胞において、ET－1によるMAPキナーゼの活性化を抑制することを報告している（参考論
文1参照）。すなわち、相反する作用を有する血管作動性物質がMAPキナーゼカスケードのレベルでも
括抗しており、上記メサンギウム細胞の機能を修飾していると考えられた。
［結　論］
培養ラットメサンギウム細胞において、MAPKキナーゼやMAPキナーゼのMAPキナーゼカスケード
が存在し、血管収縮物質であるET－1がこれらのキナーゼを活性化した。
学位論文審査の結果の要旨
腎糸球体メサンギウム細胞は、収縮能・増殖能・細胞外基質産生能等を有しているが、糖尿病性腎症
等の病的状態では、その機能変異が生じることが知られている。Endothelin－1（ET－1）等の血管収縮物
質は、メサンギウム細胞を収縮させると共に、同細胞の増殖刺激作用・プロスタグランジン産生促進作
用・細胞外基質産生増加作用をも有することが知られており、生理的及び病的状態において同細胞機能
を修飾していると考えられる。しかし、メサンギウム細胞に対する血管収縮物質の作用機序の詳細は必
ずしも明らかでない。本論文は、血管収縮物質の作用機序を明確にする目的で、近年細胞内情報伝達系
における重要性が提唱されているmitogenTaCtivatedprotein（MAP）キナーゼカスケードの役割を、
ET－1を用いて検討したものである。
本論文では、（1）培養ラットメサンギウム細胞に、MAPキナーゼやMAPキナーゼキナーゼ等のMAP
キナーゼカスケードを構成するキナーゼが存在すること、（2）血管収縮物質のET－1がMAPキナーゼの活
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性を増加させること、および（3）3MAPキナーゼを活性化するMAPキナーゼキナーゼもET－1で活性化
されることを確認した。
以上の結果より、培養ラットメサンギウム細胞に、MAPキナーゼカスケードが存在し、血管収縮物
質がMAPキナーゼカスケードを活性化することが明らかになった。MAPキナーゼカスケードは、細胞
増殖、蛋白質合成、遺伝子発現、プロスタグランジン産生等に関与していると報告されており、ET－1が
これらのキナーゼを活性化し、メサンギウム細胞の機能を調節していることが示唆された。
本論文は、血管収縮物質のメサンギウム細胞への作用を知るうえで重要な情報を提供したものであり、
博士（医学）の学位論文としての価値があると認める。
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